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摘要 :甲醛是否具备远距离毒性 ( distant2site toxicity)是揭示甲醛与白血病关系的关键问题. 本研究采用 DPC、MTT实验方法检测甲醛的远距离

毒性 ,结果发现当把等剂量的甲醛与 GSH联合作用对细胞进行染毒后细胞内产生的 DPC系数比单独同剂量的甲醛组要高很多 , 在 MTT实验

中发现在单独甲醛组中加入等量的 GSH后细胞活性也出现了显著下降 ;在动物实验中 ,当对小鼠肝染毒后脑组织中也同样出现了损伤. 说明

甲醛在机体内与 GSH形成了结合物 ,这种结合物可能协助甲醛完成跨膜并进入到局部组织再次释放出游离态甲醛 ,实现了甲醛的远距离毒

性 ,这种结合态的甲醛称之为“活性甲醛”.
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Abstract: The distant2site toxicity of formaldehyde is a key question concerning the relationship of formaldehyde and leukem ia. In this study we used

DNA2Protein Crosslinks (DPC) and MTT assays to detect the distant2site toxicity of formaldehyde. The results showed that the DPC coefficient of the

combined group was much higher than that of the separate group exposed to the same dose of formaldehyde, however, we found the cell activity dropped

significantly in the combined group compared to the separate group. The same resultwas also found in animal experiments. W hen mouse liverwas exposed

to formaldehyde, the brain tissue was damaged. In the body, formaldehyde can form a comp lexwith GSH, which may help the formaldehyde cross the cell

membrane and re2enter formaldehyde2free cells, inducing a distant2site toxicity. The formaldehyde2GSH comp lex may be regarded as “active

formaldehyde”.

Keywords: formaldehyde ( FA) ; glutathione ( GSH) ; DNA2Protein Crosslinks (DPC) ; MTT; D istant2site toxicity

1　引言 ( Introduction)

甲醛是一种常见的空气污染物 ,具有毒性大、

持续时间长、作用多样的特点. 甲醛对机体不同组

织和细胞均具有多种毒性效应 ,包括免疫毒性、遗

传毒性、致癌效应等 (张瑾 , 2006). 但是 ,关于吸入

甲醛是否具有致使远离暴露器官发挥毒性作用的

能力 (“远距离毒性 ”)一直都是一个争议较大的问

题. 部分专家认为 ( Heck et a l. , 1985)甲醛会在暴

露的局部组织迅速代谢和清除 ,不具备产生远距离

毒性的条件. 然而远距离毒性是揭示“甲醛是否能

够引起白血病 ”的关键问题 ,如果甲醛具有远距离

的遗传毒性 ,并且能够作用到骨髓组织中的造血细

胞 ,则可以从分子水平解释甲醛吸入与白血病的关

系 ,这对于白血病的预防乃至治疗都具有十分重要

的意义 (王昆等 , 2006).

目前对于甲醛的毒性效应研究较多 ,然而对于

甲醛究竟是以何种方式进出于组织和细胞 ,参与机

体生理代谢及产生生理效应的研究很少 ,为了进一

步深入研究甲醛的生理作用 ,甲醛在体内运输和转

运的问题成为了亟待解决的问题. 甲醛是高度亲水

分子 ,理论上不易以自由渗透的方式透过脂质膜.
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但另有研究表明甲醛也是一种可能的机体内源性

物质 ,它可以在机体内与多种小分子结合形成结合

态甲醛 (James, 1983). Stephen等研究中发现甲醛

能与 GSH的 2SH发生结合反应 ,并生成 S2羟甲基谷

胱甘肽 ( GSHCH2 OH ) ,该反应不需要酶的参加 ,是

一个自发的过程 ,不仅如此 , S2羟甲基谷胱甘肽还可

以可逆地生成 GSH和游离态甲醛 ( Stephen, 1988).

我们推测这种结合态的甲醛可能在协助甲醛完成

跨膜以及甲醛在机体内的转运和实现甲醛远距离

毒性中起到重要作用. 甲醛与 GSH的反应如下 :

GSH + HCHOΩ GSCH2 OH

REACTION 1

GSCH2OH + NAD + Ω GSCHO + NADH + H + ( GS2
FDH)

REACTION 2

GSCHO + H2 OΩ GSH + HCOOH ( FGH)

REACTION 3

2　材料与方法 (Materials and methods)

2. 1　仪器与主要试剂

10%的福尔马林 , 谷胱甘肽 , 氧化型辅酶

(NAD + ) ,小牛胸腺 DNA和荧光染料 Hoechst33258

都购自于 SIGMA 公司 ; 1640培养基和胎牛血清购

自于 Merck公司.

CO2 恒 温 培 养箱 ; 低 温 离 心 机 ( Eppendof2
5415R) ;尼康荧光显微镜 ( E600) ; F24500型荧光分

光光度计 ;超净工作台 ; 1mL注射器 ;三用电热恒温

水箱.

染毒液 :包括 Ⅰ—Ⅷ号. 分别为 : ( Ⅰ)去离子

水 ; (Ⅱ)氧化型辅酶 2磷酸钾缓冲液 ( E2PPB ) ; (Ⅲ)

GSH溶液 ; (Ⅳ)甲醛溶液 ; (Ⅴ)等量的甲醛和 GSH

混合溶液 (不含 NAD
+ ) ; ( Ⅵ)等量的甲醛和 GSH

混合溶液 (含 NAD
+ ) ; ( Ⅶ)等量的甲醛和 GSH混

合溶液 (不含 NAD
+ )经过纯化后所得“活性甲醛 ”

配置的溶液 ; (Ⅷ)等量的甲醛和 GSH混合溶液 (含

NAD
+ )经过纯化后所得“活性甲醛 ”配置的溶液.

2. 2　体外实验

细胞分离和培养 : HeLa细胞株购自中国武汉大

学细胞培养中心. 细胞在 1640培养基含 10%胎牛

血清中培养 ,生长条件为空气湿度 95% ,二氧化碳

含量 5% ,恒温 37℃,培养基每隔一天换一次.

细胞 DPC实验 :将细胞平均分在 6管 ,从第 1

管到第 6管依次加入染毒液 Ⅰ—染毒液 Ⅴ,分别为

空白组、试剂组、GSH组、甲醛组和“活性甲醛 ”组.

最后 ,将所有 EP管放在 37℃的恒温条件下培养 1h,

然后检测 DPC系数.

细胞 MTT实验 : ①先配制好 60μmol·L - 1、

120μmol·L - 1、240μmol·L - 1和 480μmol·L - 1的甲醛

溶液 ,然后将细胞平均分为 5管进行染毒 ,第一管为

去离子水染毒组即空白组 , 2～5管依次用上述配好

的甲醛溶液进行染毒 ,染毒结束后 ,孵育 48h加入

MTT试剂. 继续置于培养箱中培养 4h,吸去培养上

清液 ,再加入 200μL二甲基亚砜溶液 ,振荡器轻轻

振荡 10m in后室温下静置 5 m in,于酶联免疫检测仪

分别在波长 490nm和 450 nm处测量细胞的 OD值.

②在实验 (1)的甲醛溶液中分别加入一定量 GSH使

其浓度与该组甲醛浓度相同并重复实验 ( 1) ,此实

验为等量效验 MTT实验.

2. 3　体内实验

实验动物筛选和分组 : 30只昆明雄性小鼠 ( SPF

级 ) ,体重 18～20g,购自中国湖北预防研究所实验

动物中心. 将小鼠平均分为 6组 ,每组 5只.

纯化前实验 : ①将 30只小鼠平均分为 6组 ,每

组 5只小鼠 ,采取腹腔注射染毒的方法依次注射染

毒液 Ⅰ—染毒液 Ⅵ,染毒时间持续 14d,每天每只小

鼠注射 2 次 , 上午、下午各一次 ,每次注射量为

0101mL·g
- 1

. ②染毒结束后禁食 1天后将小鼠脱颈

致死 ,取肝、脑两个器官准备实验. ③严格按照 DPC

实验方法和步骤完成实验 ,并用 Kcl2SDS法检测

DPC系数.

纯化后实验 :与纯化前实验不同的是 6组小鼠

的染毒液依次为染毒液 Ⅰ、染毒液 Ⅱ、染毒液 Ⅲ、染

毒液 Ⅳ、染毒液 Ⅶ、染毒液 Ⅷ. 其他实验步骤完全

相同.

2. 4　Kcl2SDS法测定 DPC系数

在本文的研究中 KCl2SDS法测定 DPC系数在

Zhitkovich和 Chakrabarti的方法 ( Zhitkovich et a l. ,

1992; Chakrabarti et a l. , 1999)上作了些改进并参

照刘英帅等的研究 (刘英帅等 , 2004). 由于细胞内

存在着游离的 DNA和与蛋白质结合的交联 DNA ,

交联 DNA上蛋白质会与 SDS结合形成复合物沉

淀 ,从而使游离的 DNA和与交联 DNA得到分离 ,通

过荧光法计算出交联 DNA 在总 DNA 中所占的比

例 ,即 DPC系数. 首先收集细胞 , 6000 r·m in
- 1离心

3m in,然后将细胞悬浮于 0. 5mL pH值为 7. 5的 PBS

溶液中 ,再加入 0. 5mL 2% SDS溶液混匀 , 60℃水浴

806
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10m in裂解细胞 ,从水浴中取出后 ,加入 100μL 的

Kcl2TrisHCl溶液 ( Kcl和 Tris2HCl终浓度分别为

110mol·L
- 1和 20mmol·L

- 1
, pH值 7. 4 ) ,然后将混

合液 6次穿过 1mL的聚丙烯枪头 ,从而使 DNA长

度统一 ,在冰上冷冻样品 5m in,观察出现沉淀与否 ,

没有沉淀继续冷冻. 10000 r·m in
- 1

, 4℃离心 5m in. 收

集沉淀 ,并将上清转入另一 5mL离心管中 ,在沉淀

中加入 1mL的清洗缓冲液 ,重悬浮沉淀 , 60℃水浴

加热 10m in,冰上骤冷 5m in, 10000 r·m in - 1 , 4℃离心

5m in,重复上述步骤 2次 ,每次都将上清转入同一离

心管. 将沉淀悬浮于含蛋白酶 K终浓度为 0. 2

mg·mL
- 1的 1mL清洗缓冲液中 , 37℃水浴消化 3h,

从水浴中取出 ,冰上骤冷 5m in, 12000 r·m in
- 1条件

下 4℃离心 10m in,收集上清夜. 将上述样品中分别

加入 400ng·mL - 1的荧光染料 Hoechst33258 1mL,置

于暗处 30m in,用荧光分光光度计测定上述样品荧

光值 ,根据标准曲线来定量交联和自由 DNA并计算

出 DPC系数.

2. 5　统计学分析

所有的数据采用 O rigin 6. 0统计分析软件进行

分析 ,并用 t2检测法检测实验组与对照组之间的差

异性 , p < 0. 05具有统计学意义.

3　结果 (Results)

图 1　D NA浓度的标准曲线

Fig. 1　The standard curve of DNA concentration

3. 1　制作 DNA标准曲线

作 DNA浓度的标准曲线 :用清洗缓冲液配制终

浓度分别为 0、100、300、500、750、1000、1500、2000、

3000、5000 ng·mL
- 1的小牛胸腺 DNA标准液 ,紧接

着加入 1mL 新鲜配制的 400 ng·mL
- 1荧光染料

Hoechst33258, 使 荧 光 染 料 的 终 浓 度 为 200

ng·mL
- 1

,置于暗处 30 m in,用 F24500型荧光分光光

度仪在 350 nm激发光和 450 nm发射光下测得各浓

度的荧光值 ,制备标准曲线 ,如图 1所示 ,回归方程

为 : y = 2. 4423 + 0. 0028x, r = 0. 9988. 将染色后的样

品用 F24500型荧光分光光度计测定其荧光值 ,根据

标准曲线来定量交联 DNA 和自由 DNA,再计算

DPC系数.

3. 2　体外实验结果

3. 2. 1　Hela细胞的 DPC实验 　图 2说明了 Hela

细胞 DPC系数在不同组中的变化情况 ,其中 FA组

和 FA2GSH组与空白组相比有极显著差异性 ( FA ,

p < 0. 01; FA2GSH, p < 0. 01) ,这说明了甲醛能导致

DPC的形成 ; GSH组与阳性空白组相比无显著差异

性 ,说明 GSH不能导致 DPC的形成 ; FA2GSH组与

FA组相比有显著差异性 ( p < 0. 05) ,这说明 GSH可

以协同甲醛导致更高的 DPC.

图 2　Hela细胞中不同组的 D PC系数 ( 3 3 : p < 0. 01, 与空白组

对比 ; # : p < 0. 05, FA2GSH组与 FA 对比 ; 最终浓度 : FA,

1000μmol·L - 1 ; GSH, 1000μmol·L - 1 )

Fig. 2　The DPC coefficient of different group s in Hela cells

3. 2. 2　Hela细胞的 MTT实验 　MTT法检测不同

浓度的甲醛单独染毒后对细胞活性的影响结果见

图 3. 实验结果显示甲醛浓度为 60μmol·L - 1时与空

白组相比细胞活性有增高趋势 ( p < 0. 05) ,而甲醛

浓度逐渐增大为 120μmol·L
- 1、240μmol·L

- 1、

480μmol·L
- 1 时 , 细胞活性开始显著下降 , 其中

120μmol·L - 1的浓度下细胞活性与空白组相比有下

降趋势 ,但是没显著差异性 ,而在 240μmol·L - 1、

480μmol·L
- 1浓度下细胞活性与空白组相比出现极

显著的下降趋势 ( p < 0. 01). 说明低浓度甲醛对细

胞的生长和繁殖具有促进作用 ,高浓度甲醛对细胞

的活性起到了强烈的抑制作用.

等量甲醛与 GSH自发反应后的混合物对细胞

染毒后细胞活性的影响结果见图 4. 实验结果显示 ,

当用等浓度为 120μmol·L
- 1、240μmol·L

- 1、480

μmol·L
- 1甲醛和 GSH染毒时 ,测得细胞吸光度比单
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独甲醛 120μmol·L
- 1、240μmol·L

- 1、480μmol·L
- 1染

毒组均有显著的下降趋势 ,差异性分别 p < 0. 05、

p < 0. 01、p < 0. 01. 这说明了 GSH协助甲醛完成了

跨膜 ,并促进甲醛导致细胞的调亡.

3. 3　体内实验结果

3. 3. 1　纯化前的“活性甲醛 ”所致小鼠肝、脑细胞

DPC实验 　用 KCl2SDS沉淀法检测纯化前的活性

甲醛对小鼠肝、脑细胞致使的 DPC实验结果分别见

图 5. 肝和脑实验结果共同显示 , 甲醛组、F2G
( - NAD + )组和 F2G ( + NAD + )组与空白组相比均

具有极显著性差异 ( p < 0. 01) ;且 F2G ( +NAD
+ )组

与甲醛组相比所致的 DPC系数均显著增高 (肝 :

p <0. 01, 脑 : p <0. 05) ,肝细胞实验中 F2G( +NAD
+ )

组与 F2G ( - NAD
+ ) 组相比有显著差异性 ( p <

0105). 说明 GSH在甲醛所致的 DPC中起到了协同

作用 , GSH与甲醛形成的“活性甲醛 ”能导致更高的

DPC,而且在添加辅酶 Ⅰ的情况下甲醛与 GSH更能

形成更多的“活性甲醛 ”,导致更大的细胞毒性.

3. 3. 2　纯化后的“活性甲醛 ”所致小鼠肝、脑细胞

DPC实验 　用 KCl2SDS沉淀法检测纯化后的活性

甲醛对小鼠肝、脑细胞致使的 DPC实验结果见图 6.

实验结果显示 ,而甲醛组、F2G ( - NAD + )组和 F2G
( +NAD + )组与空白组相比均具有极显著性差异 ( p

< 0. 01) ;且 F2G ( - NAD
+ )组和 F2G ( + NAD

+ )组

与甲醛组相比所致的 DPC系数均显著增高 (肝 : p

< 0. 05 和 p < 0. 01, 脑 : p < 0. 01). 说明 “活性甲

醛 ”与甲醛相比更能导致 DPC的形成 ,这可能与“活

性甲醛 ”跨膜运输有关.
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4　讨论 (D iscussion)

4. 1　甲醛与“活性甲醛 ”致组织或细胞 DPC的机理

甲醛致 DPC的可能机理是 : (1) 甲醛是醛类化

合物中最简单的小分子 ,其毒性效应的一个重要方

面是源于它的羰基亲电性和较小的空间位阻 ,使其

易于与核酸和蛋白质发生交联. 在体内或体外甲醛

先与蛋白质或核酸上的自由的氨基反应生成不稳

定的羟甲基结合物 ,然后再进一步与核酸或蛋白质

反应形成稳定的交联物. 甲醛主要引起 DNA和组蛋

白的交联 ,该过程是甲醛先快速的和组蛋白反应 ,

然后再和 DNA环外的氨基结合形成 DPC,主要涉及

到组蛋白赖氨酸的ε2氨基和 A /G碱基的环外氨基 ,

其主 要 结 构 为 : histone—NH—CH2 —NH— DNA

(Renee et a l. , 2000; Quievryn et a l. , 2000 ) ; ( 2 )

甲醛损害生物体抗氧化系统或作为抗氧化酶的抑

制剂 ,间接导致 DPC的增加. 例如甲醛可以引起还

原性 GSH的耗竭 ,抑制谷胱甘肽过氧化物酶和超氧

化物歧化酶等抗氧化酶的活性 ,使羟自由基和氧自

由基清除不力 ,导致 DPC 含量的增加 (杨旭等 ,

2003).

“活性甲醛 ”致 DPC的可能机理 : ①甲醛与

GSH结合形成“活性甲醛 ”,这种新的物质可能是甲

醛跨膜的重要机制 ,完成了甲醛是亲水小分子 ,不

能跨越细胞膜进入细胞的任务. ②形成的这种 S2羟
甲基谷胱甘肽可以在进入细胞或局部组织后释放

游离态甲醛 ,从而造成细胞或组织更大的损伤. ③

聚合态的“活性甲醛 ”也可能具有一定的活性作用 ,

或许与“活性一氧化氮 ”具有类似的特征.

4. 2　Hela细胞的 MTT实验结果探讨

甲醛致使细胞凋亡机理探讨 :关于细胞凋亡与

线粒体之间的关系已有很多报道 ( Shim izu et a l. ,

1999) ,其中 W ang等 (2001)在他的一篇综述中详细

地描述了细胞凋亡过程的线粒体中发生的一系列

生化事件 ,阐述了细胞色素 C诱导凋亡蛋白激活途

径. 另外 ,也有研究者根据细胞凋亡与线粒体间的

上述关系专门对甲醛诱导细胞凋亡的一个可能机

制进行阐述 , Teng等 ( 2001)指出 ,甲醛可以打开线

粒体渗透性转运孔复合物 ( PTPC) ,导致细胞色素 C

的释放 ,可能进而引发了细胞的凋亡.

在我们的实验结果中发现 GSH在甲醛引发的

细胞凋亡中起到了协同作用 ,其机理可能是 GSH与

甲醛形成的结合物 S2羟甲基谷胱甘肽跨膜进入细

胞后 ,由于细胞内甲醛浓度低 ,使得反应左移 ,释放

出游离态甲醛并引发细胞色素 C的释放 ,进而导致

细胞凋亡.

4. 3　远距离毒性的假说

尽管有人提出吸入甲醛可以转运到远距离组

织 ,并引起癌症 ,但机制不清楚. Thrasher进行了文

献综述 ,并提出暴露后血液中形成的甲醛介导的加

和物可能在远距离毒性中起重要作用 ,因为甲醛的

产生者在肿瘤形成中起重要作用 ( Thrasher et a l. ,

2001). 由于许多酶都可以产生甲醛 ,我们认为甲醛

可能以中间形成转运 ,并在远距离释放. 许多甲醛

产生酶类都可以形成过氧化氢 , 后者可以耗绝

GSH,并可能导致甲醛积累. 我们认为当讨论远距离

毒性的时候 ,甲醛与分子的反应需要重新考虑.

5　结论 (Conclusions)

1)较低浓度的甲醛 (≤60μmol·L
- 1 )能促进细
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胞的生长和繁殖 ,提高细胞活性 ,而高浓度的甲醛

(≥120μmol·L
- 1 )可诱导细胞凋亡 ;但加入等量的

GSH后 ,细胞活性会比单独甲醛组显著下降 ,说明

GSH在甲醛诱导的细胞凋亡中起到了协同作用.

2) 1000μmol·L
- 1甲醛能严重致使细胞内 DPC

的形成 ,当加入等量的 GSH后 ,细胞内 DPC的形成

会加剧 ,说明 GSH在甲醛诱导的 DPC中起到了协

同作用.

3)甲醛与 GSH形成的加合物 ———S2羟甲基谷

胱甘肽或 S2甲酰 2谷胱甘肽能致使更严重的 DPC,这

种所谓的“结合态甲醛 ”可能在甲醛跨膜过程中起

到了协助作用 ,为甲醛的远距离毒性提供了理论

基础.
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